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Verfahren zurTrennuna ootischer Isomerer 



Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung und Anreicherung von 
(6S,aS)- Oder (6S,aR)-Tetrahydrofolsaureestersalzen und -Tetrahydrofolsaure, indem man 
in einem organischen Losungsmittef aquimolare oder angereicherte Mischungen von Dia- 
stereomeren von Additionssalzen von Tetrahydrofolsaureestern mit aromatischen Sulfon- 
sauren herstellt oder lost, anschliessend wenigstens einmal kristallisiert, und diese 
gegebenenfails zu (6S,aS)- beziehungsweise (6S,aR)-Tetrahydrofolsaure hydrolysiert und 
diese als frei Saure kristallisiert oder in Form ihrer Salze isoliert. Aus den Mutterlaugen 
konnen die Additionssalze der (6R,aS)- beziehungsweise (6R,aR)-Tetrahydrofolsaureester 
mit den entsprechenden Sulfonsauren isoliert und durch Hydrolyse die entsprechenden Tet- 
rahydrofolsauren oder deren Salze erhalten werden. 



Folsaure entspricht der Formel I, 




(I). 



wobei das asymmetrische a-C-Atom im Glutaminsaurerest in der S-Konfiguration (ccS) oder 
in der R-Konfiguration (aR) vorliegen kann. Die Enantiomeren der Folsaure werden nach- 
folgend als (aS)-Folsaure und (aR)-Folsaure bezeichnet. Das gleiche gilt fur die Folsaure- 
ester und ihre Derivate. Sie werden als (aS)-Folsaureester und (aR)-Folsaureester bezeich- 
net. Die naturlich vorkommende Folsaure entspricht der (aS)-Folsaure. 

Tetrahydrofolsaure entspricht der Formel II, 




Case 209/CH 



# 



- 2 



wobei das asymmetrische a-C-Atom im Glutaminsaurerest in der S-Konfiguration (aS) oder 
in der R-Konfiguration (aR) vorliegen kann und das asymmetrische C-Atom 6 im Tetrahy- 
dropterinrest in der (6R)- oder S-Konfiguration (6S) vorliegen kann. Die Diastereomeren der 
Tetrahydrofolsaure werden nachfolgend als (6S,otS)- t (6S,aR)-, (6R,aS)- und (6R,aR)- 
Tetrahydrofolsaure bezeichnet. Das gleiche gilt fur die Tetrahydrofolsaureester und ihre 
Derivate. Sie werden ais (6S,<xS)-, (6S,aR)-, (6R,aS)- und (6R,aR)-Tetrahydrofolsaureester 
bezeichnet. Die naturlich vorkommende Tetrahydrofolsaure entspricht der (6S,aS)-Tetra- 
hydrofolsaure. 

Im folgenden beinhaltet die Bezeichnung Folsaure, Folsaureester und Folsaureestersalze 
falls nicht anderweitig bezeichnet immer die beiden Enantiomeren (aS) und (aR) und die 
Bezeichnung Tetrahydrofolsaure, Tetrahydrofolsaureester und Tetrahydrofolsaureestersal- 
ze alle moglichen Diastereomeren. 

Tetrahydrofolsaure hat in Form von 5-Formyl- oder 5-Methylderivaten und ihren physiolo- 
gisch vertraglichen Salzen eine breite therapeutische Anwendung gefunden. Es ist seit 
langem bekannt, dass die biologische Aktivitat der naturlich vorkommenden Diastereome- 
ren der reduzierten Folate, z.B. der (6S,ocS)- Tetrahydrofolsaure, bei weitem am starksten 
ist. Es ist daher zweckmassig, therapeutische Praparate bereitzustellen, in dem nur die ak- 
tivste Form enthalten oder diese zumindest hoch angereichert ist. 

Tetrahydrofolsaure wird industriell im allgemeinen durch heterogene Hydrierung der beiden 
Imingruppen im Pteringerust von (aS)-Folsaure hergestellt, wohfii man uhlirhp rw^iQp e j n 
aquimolares Gemisch aus (6S,aS)- und (6R,aS)-Tetrahydrofolsaure erhalt. Das aquimolare 
Gemisch kann fur pharmazeutische Zubereitungen verwendet werden. Man kann aber auch 
zuvor das gewunschte (6S,aS)-Diastereomere der Tetrahydrofolsaure durch fraktionierte 
Kristallisation anreichern oder in reiner Form gewinnen, wofur verschiedene Verfahren 
bekannt sind, siehe zum Beispiel EP-A-0 495 204. 

Das in der EP-A-0 495 204 beschriebene Verfahren verwendet die aquimolaren Misch- 
ungen von (6S,aS)- beziehungsweise (6S,aR)-Diastereomeren der Tetrahydrofolsauresul- 
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fonsauresalze, die in Wasser gelost und dann kristallisiert werden. Dieses Verfahren fuhrt 
zur Anreicherung des gewunschten (6S,otS)-Diastereomeren, wobei man bereits im ersten 
Kristallisationsschritt sehr hohe Anreicherungen erzielen (bis etwa 95 %) und durch eine 
weitere fraktionierte Kristallisation reine (6S,aS)-Tetrahydrofolsaure erhalten kann. Dieses 
Verfahren kann unter anderem aus oekonomischer Sicht insofern nicht uberzeugen, als die 
zur Salzbildung verwendeten Sulfonsauren nur mit hohem Aufwand aus wassrigen Mutter- 
laugen abtrennbar sind, und daher die Entsorgung grosser Volumina sulfonsaurehaltiger 
Mutterlaugen vorgenommen werden muss, was wirtschaftlich ungunstig ist. 



In der CH-A-686 369 wird die Herstellung von stabiler kristalliner (6S,aS)- und (6R,aS)-Tet- 
rahydrofolsaure durch Kristallisation aus einem wassrigen Medium bei bestimmten pH-Wer- 
ten beschrieben. Die Anreicherungen bei den fraktionierten Kristallisationen sind jedoch so 
niedrig, dass mehrere Schritte fur eine Anreicherung des gewunschten Diastereomeren auf 
uber 99,5 % ndtig sind. 

Es wurde nun uberraschend gefunden, dass sich aromatische Sulfonsauresalze (Additions- 
salze) der Tetrahydrofolsaureester hervorragend zur Herstellung von optisch reinen Diaste- 
reomeren der Tetrahydrofolsaure eignen, da nur die Additionssalze des (6S,aS)- oder 
(6S,aR)-Diastereomeren aus organischen Losungsmitteln auskristallisieren. Es wird schon 
bei einer ersten Kristallisation eine ungewohnlich hohe Anreicherung des (6S,aS)- bezie- 
hungsweise (6S t aR)-Diastereomeren oder deren Mischungen im Kristallisat, und des 
(6R,aS)- beziehungsweise (6R,aR)-Diastereomeren oder deren Mischungen in der Mutter- 
lauge erzielt, die uber 99% liegen kann. Mit einer weiteren Kristallisation kann man dann 
me i stens die opt i sch r e in e n Diastcrcomorcn erha l ten. 

Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung und Anreicherung von (6S,aS)- 
oder (6S,aR)-Tetrahydrofolsaureestersalzen und -Tetrahydrofolsaure, das dadurch gekenn- 
zeichnet ist, dass man in organischen Losungsmitteln aquimolare oder angereicherte Mi- 
schungen von Diastereomeren von Additionssalze von Tetrahydrofolsaureestern mit aroma- 
tischen Sulfonsauren herstellt oder lost, anschliessend wenigstens einmal kristallisiert, und 
dann das Kristallisat gegebenenfalls zu (6S,aS)- oder (6S,aR)-Tetrahydrofolsaure hydroly- 
siert, diese als freie Saure kristallisiert oder in Form eines Salzes isoliert. 
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Wenigstens einmal Kristallisieren bedeutet im Rahmen der Erfindung eine fraktionierte 
Kristallisation bis zur gewunschten Reinheit. Die Anzahl der Kristallisationsschritte richtet 
sich hierbei hauptsachlich nach dem Gehalt des Oder der gewunschten Diastereomeren im 
Ausgangsprodukt. 

Die Additionssaize der Tetrahydrofolsaureester konnen der Formel IN entsprechen und um- 
fassen die (6S,aS)-, (6S,aR)- f (6R,aS)- und (6R,aR)-Diastereomeren, 



worin oder R 2 H sind, und eines von R 1 Oder R 2 , Oder beide R, und R 2 einen mono- 
valenten Kohlenwasserstoffrest oder einen uber ein C-Atom gebundenen Heterokohlenwas- 
serstoffrest mit Heteroatomen ausgewahlt aus der Gruppe -O-, -S- und -N- darstellen, 
HA fur eine aromatische Suifonsaure steht, 

und x eine ganze Zahl von 1 bis 6 oder eine gebrochene Zahl zwischen 0 bis 6 bedeutet. 

Bevorzugt stellen R, und R 2 einen Kohlenwasserstoffrest dar. Bei R, und R 2 als Kohlen- 
wasserstoffrest kann es sich um aliphatische Reste mit 1 bis 20, bevorzugt 1 bis 12, be- 
senders bevorzugt 1 bis 8, und insbesondere bevorzugt 1 bis 4 C-Atome, um cycloalipha- 
tische oder cycloa l iphat i sch-a l iphatische Reste mit 3 bis 8 Ringkohionstoffatomcn und 1 b i s 
6 C-Atomen im aliphatischen Rest, um aromatische Kohlenwasserstoff reste mit 6 bis 14 C- 
Atomen, besonders bevorzugt 6 bis 10 C-Atomen, oder um aromatisch-aliphatische Reste 
mit 7 bis 15 C-Atomen, besonders bevorzugt 7 bis 10 C-Atomen handeln. 

Bei dem Heterokohlenwasserstoffrest kann es sich um Heteroalkyl mit 2 bis 16 C-Atomen, 
bevorzugt 2 bis 10 C-Atomen, und besonders bevorzugt 2 bis 6 C-Atomen, um heterocyc- 
loaliphatische Reste mit 3 bis 8, bevorzugt 5 oder 6 Ringgliedern, um heterocycloalipha- 
tisch-aliphatische Reste mit 3 bis 8, bevorzugt 5 oder 6 Ringgliedern, und 1 bis 6, bevorzugt 
1 bis 4 C-Atomen im aliphatischen Rest, um heteroaromatische Reste mit bevorzugt 4 bis 




H 



(I"). 
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13 C-Atomen, und besonders bevorzugt 4 bis 9 C-Atomen und wenigstens einem Hetero- 
atom, und um heteroaromatisch-aliphatische Reste mit bevorzugt 4 bis 13 C-Atomen, und 
besonders bevorzugt 4 bis 9 C-Atomen und wenigstens einem Heteroatom, und 1 bis 6, 
bevorzugt 1 bis 4 C-Atomen im aliphatischen Rest handeln, wobei die Heteroreste wenig- 
stens ein Heteroatom ausgewahlt aus der Gruppe -O-, -S- und -N- und bevorzugt -O- und - 
N- enthalten. 

Die Kohienwasserstoffreste konnen zum Beispiel ausgewahlt sein aus der Gruppe lineares 
und verzweigtes d-C 18 -Alkyl, C 3 -C 8 - und bevorzugt C 4 -C 7 -Cycloalkyl, Cs-Ca-Cycloalkyl-d- 
C 6 -Alkyl und bevorzugt C 4 -C 7 -Cycloalkyl-d-C 4 -Alkyl, C 6 -C 10 -Aryl oder C 7 -C 12 -Aralkyl. 

Die Heterokohlenwasserstoffreste konnen zum Beispiel ausgewahlt sein aus der Gruppe 
C 2 -C 16 -Heteroalkyl, C 2 -C 7 - und bevorzugt C 4 -C 5 -Heterocycloalkyl, C 4 -C 7 - und bevorzugt C 4 - 
C 5 -Heterocycloalkyl-d-C 6 -Alkyl , C 4 -C 9 - und bevorzugt C 4 -C 5 -Heteroaryl, und C 5 -C 12 - und 
bevorzugt C 5 -C 10 -Heteroaralkyl, wobei die Heteroreste 1 bis 3 und bevorzugt 1 oder 2 Hete- 
roatome aus der Gruppe -O- und -N- enthalten. 

Rt und R 2 konnen lineares oder verzweigtes Alkyl sein, das bevorzugt 1 bis 12, bevorzugter 
1 bis 8, und besonders bevorzugt 1 bis 4 C-Atome enthalt. Beispiele sind Methyl, Ethyl, und 
die Isomeren von Propyl, Butyl, Pentyl, Hexyl, Heptyl, Octyl, Decyl, Dodecyl, Tetradecyl, 
Hexadecyl, Octadecyl und Eicosyl. Bevorzugt ist das Alkyl linear und bevorzugt ist das Alkyl 
Methyl, Ethyl, n-Propyl und n-Butyl. Ganz besonders bevorzugt steht Alkyl fur Methyl. 

Rt und R 2 enthalten als Cycloalkyl bevorzugt 4 bis 7 und besonders bevorzugt 5 oder 6 
R i ngkoh l enstoffatome. Beispiele fur Cycloalky l sind Cyclopropy l , Cyclobuty l , Cyc l opentyl, 
Cyclohexyl, Cycloheptyl und Cyclooctyl. Besonders bevorzugt ist Cyclohexyl. 

R! und R 2 enthalten als Cycloalkyl-alkyl bevorzugt 4 bis 7 und besonders bevorzugt 5 oder 
6 Ringkohlenstoffatome, und bevorzugt 1 bis 4 und besonders bevorzugt 1 oder 2 C-Atome 
im aliphatischen Rest. Beispiele fur Cycloalkyl-alkyl sind Cyclopropylmethyl oder -ethyl, Cyc- 
lobutylmethyl oder -propyl, Cyclopentylmethyl oder -ethyl, Cyclohexylmethyl oder -ethyl, 
Cycloheptylmethyl und Cyclooctylmethyl. Besonders bevorzugt ist Cyclohexylmethyl oder - 
ethyl. 



\ 
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Ri und R 2 konnen als Aryl fur Naphthyl und bevorzugt fur Phenyl stehen. und R 2 sind als 
Aralkyl bevorzugt Phenylalkyl mit bevorzugt 1 bis 4 C-Atomen im Alkyl. Beispiele sind Ben- 
zyl und p-Phenylethyl. 

Ri und R 2 konnen als Heteroalkyl zum Beispiel Ci-C4-Alkyl-X 1 -C 2 -C 4 -alkyl sein, worin X, fur 
O oder NCi-C 4 -Alkyl steht. Beispiele sind Methoxyethyl und Ethoxyethyl. 

Rt und R 2 konnen als Heterocycloalkyl zum Beispiel Pyrrolidinyl, Piperidinyl, Morphoiinyl, 
Tetrahydropyranyl oder Piperazinyl sein. 

R 1 und R 2 konnen als Heterocycloalkyl-alkyl zum Beispiel Pyrrolidinylmethyl oder -ethyl, 
Piperidinylmethyl oder -ethyl, Morpholinylmethyl oder ethyl, Tetrahydropyranylmethyl oder 
ethyl oder Piperazinylmethyl oder -ethyl sein. 

R, und R 2 konnen als Heteroaryl zum Beispiel Thiophenyl, Furanyl, Pyranyl, Pyrrolyl, 
imidazolyl, Pyridinyl, Pyrimidinyl, Pyrazinyl, Indolyl, Chinoiinyl, Oxazolyl oder Isooxazolyl 
sein. 

Ri und R 2 konnen als Heteroaralkyl zum Beispiel Furanylmethyl oder -ethyl, Pyranylmethyl 
oder -ethyl, Pyrrolylmethyl oder -ethyl, Imidazolylmethyl oder -ethyl, Pyridinylmethyl oder 
-ethyl, Pyrimidinylmethyl oder -ethyl, Pyrazinylmethyl oder -ethyl, Indolylmethy! oder -ethyl, 
Chinolinylmethyl oder -ethyl sein. 

Ein e b e vorzugt e Grupp e von V e rbindungon der Formol I I I sind Go l chc, wor i n Ri und R 2 
unabhangig voneinander Ci-C 4 -Alkyl, C 5 - oder C 6 -Cycloalkyl, Phenyl, d-CVAIkylphenyl, 
Benzyl oder C 1 -C 4 -Alkylbenzyl darstellen. Bevorzugt sind Ri und R 2 gleiche Reste. Ganz 
besonders bevorzugt stellen Ri und R 2 d-C 4 -Alkyl dar, zum Beispiel Methyl oder Ethyl. 

In Formel ill bedeutet x bevorzugt eine ganze oder gebrochene Zahl von 0,5 bis 4, 
besonders bevorzugt eine ganze oder gebrochene Zahl von 0,5 bis 3, und ganz besonders 
bevorzugt eine ganze oder gebrochene Zahl von 0,5 bis 2. 
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Die aromatischen Sulfonsauren konnen eine bis drei, bevorzugt ein oder zwei, und be- 
sonders bevorzugt eine Sulfonsauregruppe enthalten. Bevorzugt sind Sulfonsauren von 
Kohlenwasserstoffaromaten. Die aromatischen Sulfonsauren konnen unsubstituiert oder mit 
Halogen, linearern oder verzweigten d-Cs-Alkyl, bevorzugt d-d-Alkyl, linearem oder ver- 
zweigten d-C 8 -A1koxy, bevorzugt d-C 4 -Alkoxy, und linearem oder verzweigten d-C 8 -Halo- 
genalkyl, bevorzugt d-d-Halogenalkyl substituiert sein. Einige Beispiele fur Substituenten 
sind Methyl, Ethyl, Propyl, Butyl, Methoxy, Ethoxy, Trifluor- oder Trichlormethyl, Fluor und 
Chlor. Bevorzugt enthalt der aromatische Rest einen Substituenten. Unter den aromati- 
schen Gruppen sind Phenyl und Naphthyl bevorzugt. 

Die aromatischen Sulfonsauren entsprechen besonders bevorzugt der Formel IV, 



R3-SO3H (IV), 

worin R 3 unsubstituiertes oder mit F, CI, Br, d-d-Alkyl, d-C 4 -Halogenalkyl oder d-C 4 -AI- 
koxy substituiertes Phenyl darstellt. Einige spezifische Beispiele fur R 3 sind Phenyl, Methyl- 
phenyl, Fluorphenyl, Chlorphenyl, Trichlormethylphenyl und Trifluormethylphenyl. 

Besonders bevorzugte Verbindungen der Formel III sind solche, worin R1 und R 2 je Methyl 
darstellen, x fur 1 oder 2 oder fur eine gebrochene Zahl zwischen 0,5 und 2 steht, und HA 
Phenyl-, Toluyl-, Fluor-, Chlor- oder Trifluormethylphenyl bedeutet. Substituierte Reste sind 
bevorzugt p-Toluyl-, p-Fluor-, p-Chlor- oder p-Trifluormethylphenyl. 

Ganz besonders bevorzugte Verbindungen der Formel III sind solche, worin R, und R 2 je 
Methyl daistelle n , x fur 1 ode r 2 oder fur ei n e gebrochene Zahl zw i schon 0,5 und 2 st o ht, 
und HA Phenyl- oder p-Toluylsulfonsaure bedeutet. 

Die erfindungsgemass verwendeten Additionssalze der Tetrahydrofolsaureester sind neu 
und konnen zum Beispiel durch Veresterung von Tetrahydrofolsaure in Gegenwart von Sul- 
fonsauren, oder durch Veresterung von Tetrahydrofolsauresalzen in einem polaren organi- 
schen Ldsungsmittel hergestellt werden. 



Man kann auch von Folsaure ausgehen, und diese in an sich bekannter Weise in Ge- 
genwart von heterogenen oder homogenen Hydrierkatalysatoren mit Wasserstoff hydrieren. 
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Die Hydrierung kann auch diastereoselektiv gefuhrt werden, wenn man in einem polaren 
Reaktionsmedium, zum Beispiel einem wassrigen oder alkoholischen Reaktionsmedium, in 
Gegenwart von im Reaktionsmedium loslichen chiralen Hydrierkatalysatoren mit Wasser- 
stoff hydriert. Geeignete Hydrierkatalysatoren sind bekannt. Es handeit sich insbesondere 
urn Metallkomplexe von Rh, Ir oder Ru mit ditertiaren Diphosphinen, wie sie zum Beispiel 
von H. Brunner und W. Zettlmeier, Handbook of Enantioselective Catalysis, Vol. II: Ligand 
References, VCH Verlagsgesellschaft mbH Weinheim (1993), beschrieben werden. Die 
erhaltene Tetrahydrofolsaure kann in an sich bekannter Weise anschliessend verestert wer- 
den. Wenn die Hydrierung in einem Alkohol als Losungsmittel und in Gegenwar einer Sul- 
fonsaure unter Reaktionsbedingungen erfolgt, die zu einer Versterung der Folsaure fuhren. 
gelangt man direkt zu den Additionssalzen aus den entsprechenden Tetrahydrofolsaure- 
estern und Sulfonsauren. 

Man kann aber auch auch von Folsaurestern ausgehen, und diese in an sich bekannter 
Weise in Gegenwart von heterogenen oder homogenen Hydrierkatalysatoren mit Wasser- 
stoff hydrieren. Die Hydrierung kann auch diastereoselektiv gefuhrt werden, wenn man in 
einem polaren Reaktionsmedium, zum Beispiel einem alkoholischen Reaktionsmedium, in 
Gegenwart von im Reaktionsmedium loslichen chiralen Hydrierkatalysatoren mit Wasser- 
stoff hydriert. Die erhaltenen Tetrahydrofolsaureester konnen anschliessend mit Sulfonsau- 
ren in Additionssalze ubergefuhrt werden. Die Hydrierung kann wie zuvor beschrieben mit in 
Alkoholen loslichen Metallkomplexen aus Ir, Rh oder Ru und ditertiaren Diphosphinen als 
Hydrierkatalysatoren durchgefuhrt werden. Wenn die Hydrierung in einem Alkohol als Lo- 
sungsmittel und in Gegenwart einer Sulfonsaure durchgefuhrt wird, gelangt man direkt zu 
den Additionssalzen aus den entsprechenden Tetrahydrofolsaureestern und Sulfonsauren. 
V c rw e nd e t man fur die I lydr i erung Add i t i onssalze aus Fulsaureestern mi t Sulfonsauren, so — 
gelangt man ebenfalls direkt zu den Additionssalzen von Tetrahydrofolsaureestern und Sul- 
fonsauren. 




Unter aquimolaren oder angereicherten Mischungen werden im Rahmen der Erfindung 
Mischungen verstanden, die entweder gleiche Mengen von Diastereomeren mit (6S)- und 
(6R)-Konfiguration oder einen Uberschuss eines Diastereomeren mit (6S)- oder (6R)- 
Konfiguration enthalten. Man kann auch Mischungen von Diastereomeren (6S)- und (6R)- 
Konfiguration einsetzen, die entweder (aS)- oder (aR)-Konfiguration aufweisen, oder Mi- 
schungen von Diasteromerenpaaren mit (6S)- und (6R)-Konfiguration und unterschiedlicher 
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Konfiguration am a-C-Atom. Die Mischungen konnen das (6S,aS)- beziehungsweise 
(6S,aR)-Diastereomere in einer Menge von wenigstens 5, bevorzugt wenigstens 20, und 
besonders bevorzugt wenigstens 30 Prozent und bis zu etwa 75 Prozent oder mehr ent- 
halten. 

Geeignete organische Losungsmittel sind polare organische Losungsmittel, die bevorzugt 
wenigstens 1 g Additionssalz eines Teterahydrofolsaureesters pro Liter Losungsmittel bei 
Siedetemperatur zu losen vermogen. Beispiele fur Losungsmittel sind Halogenkohlenwas- 
serstoff (Methylenchlorid, Chloroform, Tetrachlorethan, Chlorbenzol); Ether (Diethylether, 
Dibutylether, Tetrahydrofuran, Dioxan, Ethylenglykoldimethyl- oder diethylether); Carbon- 
saureester und Lactone (Essigsauremethylester, Essigsaureethylester, Propionsaureme- 
thylester, Valerolacton); N,N-substituierte Carbonsaureamide und Lactame (Dimethylform- 
amid, Dimethylacetamid, N-Methylpyrrolidon); Ketone (Aceton, Methylisobutylketon, Cycio- 
hexanon); Sulfoxide und Sulfone (Dimethylsulfoxid, Dimethylsulfon, Tetramethylensulfon); 
und Alkohole (Methanol, Ethanol, n- oder i-Propanol, n-, i- oder t-Butanol, Pentanol, 
Hexanol, Cyclohexanol, Cyclohexandiol, Hydroxymethyl- oder Dihydroxymethylcyclohexan, 
Benzylalkohol, Ethylenglykol, Diethylenglykol, Propandiol, Butandiol, Ethylenglykol- 
monomethyl- oder monoethylether, und Diethylenglykolmonomethyl- oder monoethylether. 
Bevorzugt sind Ethanol und besonders Methanol. Es konnen auch Gemische von we- 
nigstens zwei Losungsmitteln verwendet werden. 

Besonders bevorzugt werden Alkohole oder Mischungen aus Alkoholen mit wenigstens 
einem weiteren alkoholmischbaren Losungsmittel verwendet. Der Anteil an einem Alkohol 
betragt bevorzugt wenigstens 30, besonders bevorzugt wenigstens 50 und insbesondere 
wenigstens~70- Volumenprozent. Ganz besonders bevorzugt vyird nur_ Alkohol,. zum Beispiel 
Methanol, oder Mischungen von Alkohol mit alkoholmischbaren Losungsmitteln, zum Bei- 
spiel Methanol mit Ethern verwendet. 

Im einzelnen kann das Verfahren zum Beispiel so durchgefuhrt werden, dass man aqui- 
molare oder angereicherte Mischungen von Diastereomeren aus Additionssalzen von Tetra- 
hydrofolsaureestern mit aromatischen Sulfonsauren mit einem Losungsmittel mischt und 
anschliessend das Gemisch zur Losung der Additionssalze von Tetrahydrofolsaureestern 
und aromatischen Sulfonsauren erwarmt. Die Erwarmung kann bis zur Siedetemperatur des 



1 
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Losungsmittels vorgenommen werden. Danach kuhlt man die Losung bis hochstens 
unterhalb des Festpunktes eines Losungsmittels ab, wobei das (6S,aS)- oder (6S,aR)-Dia- 
stereomere oder beide Diastereomeren entweder spontan, oder durch Animpfen mit dem 
oder den gewunschten Diastereomeren, oder durch Einengen der Losung auskristallisieren, 
und dann in ublicher Weise mittels Filtration abgetrennt werden kdnnen. 

Es hat sich als besonderer Vorteil erwiesen, dass man zur Herstellung oder Anreicherung 
der Additionssalze von Tetrahydrofolsaureestern mit aromatischen Sulfonsauren auch di- 
rekt die Reaktionslosungen der Hydrierung von Folsaureestern, oder der Hydrierung von 
Additionssalzen von Folsaureestern und aromatischen Sulfonsauren verwenden kann. 

Nach der ersten Kristallisation wird bereits eine ausserordentlich hohe Anreicherung beo- 
bachtet, die zum Beispiel vollig uberraschend bis zu uber 99% betragen kann. Um die rei- 
nen (6S,aS)- oder (6S,aR)-Diastereomeren herzustellen, bedarf es in der Folge nur noch 
weniger, zum Beispiel bis zu drei, uberraschend oft nur noch eines einzigen Kristallisa- 
tionsschrittes. 

Die beobachtete Anreicherung der (6S,aS)- beziehungsweise (6S,aR)-Diastereomeren im 
Kristallisat ist so hoch und die Kristallisationsfahigkeit dieser Isomeren so ausgezeichnet, 
dass man das erfindungsgemasse Verfahren sogar zur Isolierung von (6S,aS)- oder 
(6S,aR)-Diastereomeren aus Mutterlaugen einsetzen kann, die uberwiegend (6R,aS)- oder 
(6R,aR)-Diastereomere enthalten. Die erfindungsgemasse Methode eignet sich hervorra- 
gend fur Trennverfahren im industriellen Massstab. 



Die nach derTrennung erhaltenen Additionssalze von (6S,aS)- oder (6S,aR)-Tetrahydrofol- 
saureester mit Sulfonsauren konnen anschliessend in an sich bekannter Weise hydrolysiert 
werden, zum Beispiel mit Basen wie NaOH oder KOH, wobei keine Racemisierung am a-C- 
Atom im Glutaminsaurerest beobachtet wird. Man erhalt demnach die entsprechenden 
(6S,aS)- oder (6S,aR)-Tetrahydrofolsauren. Diese Tetrahydrofolsauren konnen in stabiler 
Form als freie Sauren durch Kristallisation isoliert werden, wie es zum Beispiel in der CH-A- 
686 369 beschrieben ist. Durch Zugabe von Sauren, zum Beispiel Salzsaure oder Sulfon- 
sauren, konnen die Salze der Tetrahydrofolsauren ebenfalls kristallisiert und gewunsch- 
tenfalls weiter angereichert werden (EP-A-0 495 204). 
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Die nachfolgenden Beispiele erlautem die Erfindung naher. 

Die optische Ausbeute beziehungsweise das Verhaltnis von (6S,aS)- zum (6R,aS)- 
Diastereomeren bzw. des (6S,aR)- zum (6R,aR)-Diastereomeren wird folgendermassen 
mittels Hochdruckflussigkeitschromatographie direkt im Kristallisat oder in der Mutterlauge 
bestimmt: 

0,5 mg des Kristallisates oder 15 mg der Mutterlauge werden in 1 ml Losungsmittel gelost, 
welches aus 6,8 g p-Cyclodextrin und 270 ml 37% Formaldehyd in 1000 m! Wasser 
hergestellt wird. Die Trennung erfolgt mittels einer Saule Nucleosil C-8, 5 mm, 240 x 4 mm 
der Firma Macherey-Nagel und einem Fliessmittel, das folgendermassen hergestellt wird: 
6,8 g p-Cyclodextrin werden in einer Mischung aus 8,5 ml Triethylamin, 850 ml Wasser und 
150 ml Acetonitril gelost. Der pH-Wert der Losung wird durch Zugabe von Essigsaure auf 
pH = 7,5 eingestellt, und es werden noch 270 ml 37 % Formaldehyd zugegeben. Die 
Detektion der beiden Diastereomeren erfolgt bei einer Wellenlange von 300 nm. 



Die Herstellung und Anreicherung sowie der Transfer von Losungen und Suspensionen 
erfolgt unter Ausschluss von Sauerstoff unter Verwendung von Schutzgasen wie zum Bei- 
spiel Stickstoff oder Edelgasen. 

A) Herstellung von Additionssalzen aus Tetrahvdrofolsaureestern und Sulfonsauren 
Beispiel A1 : 

a) Herstellung von (aS)-Folsauredimethylester-benzolsulfonat 

800 g (aS)-Folsaure-dihydrat (1,68 mmol) werden bei 40 °C in eine Losung aus 530 g 
Benzolsulfonsaure (3,35 mmol) und 20 Litem wasserfreiem Methanol unter einer Stick- 
stoffatmosphare eingetragen. Das Gemisch wird eine halbe Stunde unter Ruckfluss erhitzt, 
abgekuhlt und auf ein Volumen von 5 Litem eingeengt. Das abgeschiedene Produkt wird 
abgenutscht, mit 1 Liter Methanol gewaschen und im Trockenschrank bei 40 °C und 20 
mbar getrocknet. Man erhalt 966 g (otS)-Folsauredimethylester-benzolsulfonat (1,45 mol, 86 
% der theoretischen Ausbeute) Das Produkt enthalt 26,2 % Benzolsulfonsaure, 1,67 % 
Wasser und 2,26 % Methanol. 
Die Substanz zersetzt sich oberhalb von 150 °C. 
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1 H-NMR in DMSO-d 6 : 8.78 (1 H, s), 8.46 (2H, bs), 8.32 (1H, d), 7.64-7.68 (m), 7.35-7.40 (m), 
6.66 (2H, d), 0.8 (2H, s), 4.39 (1H, m), 3.62 (3H, s), 3.57 (3H, s), 2.42 (2H, m), 1.98-2.11 
(2H, m). 

b) Herstellung einer Losung eines (6S,aS)/(6R,aS)-Diastereomerengemisches von Tetra- 
hydrofolsauredimethylester-benzolsulfonat 

6,72 mg [lr(COD)CI] 2 (10 nmol) und 15,57 mg (25 umol) R-BINAP werden eingewogen, 
entgast und in Dichlormethan gelost. Dichlormethan wird im Hochvakuum abkondensiert 
und der Ruckstand in 5 ml Methanol aufgenommen. 1 ,25 g (aS)-Folsauredimethylester-ben- 
zolsulfonat gemass Beispiel A1a (2 mmol) werden in 25 ml Methanol suspendiert und zum 
Katalysator gegeben. Die Suspension wird im Stickstoffgegenstrom in einen 100 ml Auto- 
klaven gegeben und so lange hydriert, bis keine Wasserstoffaufnahme mehr erfolgt. COD 
steht fur Cyclooctadien. Das Verhaltnis der Diastereomeren (6S,aS):(6R,aS) betragt 74:26. 

c) Herstellung einer Losung eines (6S,aS)/(6R,aS)-Diastereomerengemisches von Tetra- 
hydrofolsauredimethylester-benzolsulfonat mit einem Oberschuss des (6R,ccS)-Diastereo- 



mers 



6,72 mg [lr(COD)CI] 2 (10 umol) und 13,84 mg (25 umol) (2S,4S)-BPPM werden eingewo- 
gen, entgast und in Dichlormethan gelost. Dichlormethan wird im Hochvakuum abkonden- 
siert und der Ruckstand in 5 ml Methanol aufgenommen. 1,25 g (aS)-Folsauredimethyl- 
ester-benzolsulfonat gemass Beispiel A1a (2 mmol) werden in 25 ml Methanol suspendiert 
und zum Katalysator gegeben. Die Suspension wird im Stickstoffgegenstrom in einen 100 
ml Autoklaven gegeben und wahrend 17 Stunden hydriert. Das Verhaltnis der Diastereo- 
meren (6S.aS):(6R.ocS^ betragt 34 fifi 

B) Herstellunqs- und Anreicherunasverfahren 

Beispiel B1 : Herstellung und Isolierung von (6S,aS)-Tetrahydrofolsauredimethylester-ben- 
zolsulfonat 

a) Vereste runa von (6S.otS)- und (6R.aS)-Tetrahvdrofolsaure 

20 g einer aquimolaren Mischung von (6S,aS)- und (6R,aS)-Tetrahydrofolsaure (44,9 
mmol) werden in 900 ml Methanol mit 10,65 g Benzolsulfonsaure (67,35 mmol) versetzt und 
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7 Stunden unter Ruckfiuss erhitzt. Die klare Losung wird auf Raumtemperatur abgekuhlt 
und uber Nacht geruhrt. Der abgeschiedene Feststoff wird abgesaugt, mit Methanol und 
tert.-Butylmethylether gewaschen und bei 30 °C und 10 mbar getrocknet. Man erhalt 9,62 g 
farbloses kristallines Tetrahydrofolsauredimethylester-benzolsulfonat (15,24 mmol) mit ein- 
ern Anteil des (6S,aS)-Diastereomeren von 97,3 %. 

b^ Isolieruna von (6S.aSVTetrahvdrofolsauredimethvlester-benzolsulfonat 
4 g (6,34 mmol) des so erhaltenen Tetrahydrofolsauredimethylester-benzolsulfonates mit 
einem Anteil des (6S,aS)-Diastereomeren von 97,3 % werden in 220 ml siedendem 
Methanol gelost. Man lasst auf Raumtemperatur abkuhlen, lasst uber Nacht stehen und 
saugt den abgeschiedenen Feststoff ab. Man wascht mit Methanol und tert.-Butylme- 
thylether und trocknet bei 35 °C und 10 mbar. Man erhalt 3,08 g (4,88 mmol) farbloses kri- 
stallines Tetrahydrofolsauredimethylester-benzolsulfonat mit einem Anteil des (6S,aS)-Dia- 
stereomeren von 99,5 %. 

Beispiel B2 : Herstellung und Isolierung von (6S,aS)-Tetrahydrofolsauredimethylester-ben : 
zolsulfonat 

5,31 g Tetrahydrofolsaure (11,92 mmol) mit einem Diastereomerenverhaltnis von 
(6S,aS):(6R,aS) = 70:30 (hergestellt nach EP 0 495 204 B1) werden in 230 ml Methanol mit 
2,83 g Benzolsulfonsaure (17,88 mmol) 7 Stunden unter Ruckfiuss erhitzt. Man lasst auf 
Raumtemperatur abkuhlen und und impft die Losung bei 60°C mit diastereomerenreinem 
(6S,aS)-Tetrahydrofolsauredimethylester-benzolsulfonat an. Nach Stehen uber Nacht saugt 
man den abgeschiedenen Feststoff ab, wascht mit Methanol und tert.-Butylmethylether und 
trockrrel bei 35 n C und 10 mbar. Man orhalt 3,46 g (5 , 48 mmol) Tetrahydrnfn l sa ii reri i eme- 
thyiester-benzolsulfonat mit einem Anteil des (6S,aS)-Diastereomeren von 99.9%. 

Beispiel B3 : Herstellung und Isolierung von (6S,aS)-Tetrahydrofolsauredimethylester-ben- 
zolsulfonat 

10 g einer aquimolaren Mischung von (6S,aS)- und (6R,aS)-Tetrahydrofolsaure (22,45 
mmol) werden in 450 ml Methanol mit 6,41 g Toluolsulfonsaure-monohydrat (33,67 mmol) 
versetzt und 7 Stunden unter Ruckfiuss erhitzt. Die klare Losung wird auf Raumtemperatur 
abgekuhlt und uber Nacht geruhrt. Der abgeschiedene Feststoff wird abgesaugt, mit 
Methanol und tert.-Butylmethylether gewaschen und bei 30 °C und 10 mbar getrocknet. 
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Man erhalt 5,53 g farbloses kristallines Tetrahydrofolsauredimethylester-toluolsulfonat (9,54 
mmol) mit einem Anteil des (6S,aS)-Diastereomeren von 97,4 %. 

5,2 g (8,97 mmol) des so erhaltenen Tetrahydrofolsauredimethylester-toluolsulfonates mit 
einem Anteil des (6S,aS)-Diastereomeren von 97,4 % werden in 182 mi siedendem Me- 
thanol gelost. Man lasst auf Raumtemperatur abkuhlen, ruhrt drei Stunden bei Raumtem- 
peratur und saugt den abgeschiedenen Feststoff ab. Man wascht mit Methanol und tert.- 
Butylmethylether und trocknet bei 35 °C und 10 mbar. Man erhalt 4,43 g (7,64 mmol) farb- 
loses kristallines Tetrahydrofolsauredimethylester-toluolsulfonat mit einem Anteil des 
(6S,aS)-Diastereomeren von 99.8 %. 

Beispiel B4 : Herstellung und Isolierung von (6S,aS)-TetrahydrofoIsauredimethylester-ben- 
zolsulfonat 

3 g einer aquimolaren Mischung von (6S,aS)- und (6R,aS)-Tetrahydrofolsaure (6,73 mmol) 
werden in 130 ml Methanol mit 2,33 g Naphthalin-1-sulfonsaurenatriumsalz (10,1 mmol) 
und 4,7 ml 2 M HCI versetzt und 7 Stunden unter Ruckfluss erhitzt. Die klare Losung wird 
auf Raumtemperatur abgekuhlt und uber Nacht geruhrt. Der abgeschiedene Feststoff wird 
abgesaugt und bei 30 °C und 10 mbar getrocknet. Man erhalt 0,34 g farbloses Tetrahydro- 
folsauredimethylester-naphthalin-1-sulfonat (0,55 mmol) mit einem Anteil des (6S,aS)-Dia- 
stereomeren von 62,7 %. 

Beispiel B5 : Herstellung und Isolierung von (6S f aS)-Tetrahydrofolsauredimethylester-ben- 
zolsulfonat 

a) Herstellung von (6S,a.S)- und (6R.aS)-Tetrahvdrofolsauredimethylester-benzolsulfonates 
Die gemass Beispiel A1b erha l tene Losung von Tetrahydrofolsaurodimcthy l cst e r - b e nzo l - 
sulfonat mit einem Anteil des (6S,aS)-Diastereomeren von 74 % wird unter Ausschluss von 
Sauerstoff auf 1/6 des Volurnens eingeengt. Die so erhaltene Suspension wird unter Stick- 
stoffatmosphare fur 2 Stunden bei 4 °C gelagert, das abgeschiedene Produkt wird abge- 
saugt, mit wenig kaltem Methanol gewaschen und bei 40 °C und 20 mbar getrocknet. Man 
erhalt 0,55 g Tetrahydrofolsauredimethylester-benzolsulfonat (0,87 mmol, 44 % der theo- 
retischen Ausbeute). Das Verhaltnis der Diastereomeren des Tetrahydrofolsauredimethyl- 
ester-benzolsulfonates (6S,aS):(6R,aS) betragt 99:1. [a] 589 = -69,8° (c = 1 in Dimethyl- 
sulfoxid). 
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Die Substanz zersetzt sich oberhalb von 150 °C. 

1 H-NMR in DMSO-d 6 : 10.61 (1 H, bs), 8.35 (1H, d), 7.6-7.74 (m), 7.51 (1H, bs), 7.30-7.37 
(m), 6.70 (2H, d, 2H, bs), 4.42 (2H, m), 3.63 (3H, s), 3.58 (3H, s), 3.50 (1H, m), 3.38 (1H, 
m), 3.28 (1H, m), 2.44 (2H, m) f 2.01-2.13 (2H, m) 

b) Hydrolvse des Tetrahvdrofolsauredimethvlester-benzolsulfonates: 

0,55 g Tetrahydrofolsauredimethylester-benzolsulfonat (0,95 mmol) gemass Beispiel B5a 
und 0,32 g Natriumcarbonat (3,02 mmol) werden unter Ausschluss von Sauerstoff in 4 ml 
Wasser gelost. Man erhitzt auf 85 °C und stellt nach 30 Minuten den pH-Wert mit 37 %iger 
Salzsaure auf pH = 7,5 ein. Bei 75 °C werden 0,2 g Benzolsulfonsaure in 0,6 ml Wasser 
zugegeben und anschliessend wird der pH-Wert mit 37 %iger Salzsaure auf pH = 0,8 ein- 
gestellt. Man lasst die Losung auf Raumtemperatur abkuhlen und ruhrt noch drei Stunden. 
Das Produkt wird abgenutscht und im Trockenschrank bei 30 °C und 20 mbar 4 Tage lang 
getrocknet. Man erhalt 8,4 g Tetrahydrofolsaure-benzolsulfonat (13,92 mmol, 88 % der 
theoretischen Ausbeute). 

Das Diastereomerenverhaltnis des Tetrahydrofolsaure-benzolsulfonates (6S,aS):(6R,aS) 
betragt99:1. 

Die Eigenschaften des Tetrahydrofolsaure-benzolsulfonates sind mit denen des in EP 
0495204 B1 beschriebenen Produktes identisch. 



Beispiel B6 : Herstellung und isolierung von (6S,aS)-Tetrahydrofolsauredimethylester-ben- 
zolsulfonat aus der Losung gemass Beispiel A1c 

Die gemass Beispiel A1c erhaltene Losung von Tetrahydrofolsauredimethylester-benzolsul- 
fonat mit einem Anteil des (6S,aS)-Diastereomeren von 34 % wird unter Ausschluss von 
Sauerstoff unter Stickstoffatmosphare fur 2 Stunden bei 4 U C gelagert. Danach wird das 
abgeschiedene Produkt abgesaugt, mit wenig kaltem Methanol gewaschen und dann bei 40 
°C und 20 mbar getrocknet. Man erhalt 0,2 g Tetrahydrofolsauredimethylester-benzolsul- 
fonat mit einem Anteil des (6S,aS)-Diastereomeren von 96,6 %. 
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Patentanspruche: 

1. Verfahren zur Herstellung und Anreicherung von (6S,aS)- oder (6S,c/.R)-Tetrahydrofol- 
saureestersalzen und -Tetrahydrofolsaure, dadurch gekennzeichnet, dass man in organi- 
schen Losungsmitteln aquimolare oder angereicherte Mischungen von Diastereomeren von 
Additionssalze von Tetrahydrofolsaureestern rnit aromatischen Sulfonsauren herstellt oder 
lost, anschliessend wenigstens einmal kristallisiert, und dann das Kristallisat gegebenenfalls 
zu (6S,aS)- oder (6S,aR)-Tetrahydrofolsaure hydrolysiert, diese als freie Saure kristallisiert 
oder in Form eines Salzes isoliert. 




2. Verfahren gemass Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Additionssalze der 
Tetrahydrofolsaureester der Formel III entsprechen, die die (6S,a.S)-, (6S,aR)-, (6R,aS)- 
und (6R,aR)-Diastereomeren umfasst, 




worin R^ oder R 2 H sind, und eines von R, oder R 2 , oder beide Ri und R 2 einen mono- 
valenten Kohlenwasserstoffrest oder einen uber ein C-Atom gebundenen Heterokohlenwas- 
serstoffrest mit Heteroatomen ausgewahlt aus der Gruppe -O-, -S- und -N- darstellen, 
HA fur eine aromatische Sulfonsaure steht, 

und x cine ganzo Zah l von 1 bis 6 odor ei ne gebrochono Zah l zwischcn 0 b i s 6 bedeutet 

3 Verfahren gemass Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass F{^ und R 2 CVC^AIkyl be- 
deutet. 

4. Verfahren gemass Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass R, und R 2 fur Methyl ste- 
hen. 

5. Verfahren gemass Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass x in Formel III fur die 
Zahlen 1 oder 2, oder eine gebrochene Zahl zwischen 0,5 und 2 steht. 
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6. Verfahren gemass Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die aromatischen 
Sulfonsauren der Formel IV entsprechen, 

R3-SO3H (IV), 

worin R 3 unsubstituiertes oder mit d-C^AIkyl, d-CVHalogenalkyl oder d-C 4 -Alkoxy substi- 
tuiertes Phenyl darstellt. 

7. Verfahren gemass Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass die aromatische Sulfon- 
saure Benzol- oder 4-Toluolsulfonsaure ist. 



8. Verfahren gemass Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass in den Verbindungen der 
Formel III R1 und R 2 je Methyl darstellen, x fur 1 oder 2 oder fur eine gebrochene Zahl 
zwischen 0,5 und 2 steht, und HA Phenyl-, Toluyl-, Fluor-, Chlor- oder Trifluormethylphenyl 
bedeutet. 

9. Verfahren gemass Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass in den Verbindungen der 
Formel III R1 und R 2 je Methyl darstellen, x fur 1 oder 2 oder fur eine gebrochene Zahl 
zwischen 0,5 und 2 steht, und HA Phenyl- oder p-Toluylsulfonsaure bedeutet. 

10. Verfahren gemass Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Mischungen das 
(6S,aS)- beziehungsweise (6S,aR)-Diastereomere in einer Menge von wenigstens 5 Ge- 
wichtsprozent oder mehr enthalten. 

11. Verfahren gemass Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei den organi- 
schen Losungsmitteln urn polare organische Losungsmittel handelt, die wenigstens 1 g 
Additionssalz eines Tetrahydrofolsaureesters pro Liter Losungsmittel bei Siedetemperatur 
losen. 

12. Verfahren gemass Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass man Alkohole oder Mi- 
schungen aus Alkoholen mit wenigstens einem weiteren alkoholmischbaren Losungsmittel 
verwendet. 



Case 209/CH 



- 18 



13. Verfahren gemass Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass man aquimolare oder 
angereicherte Mischungen von Diastereomeren von Additionssalzen aus Tetrahydrofolsau- 
reestern mit aromatischen Sulfonsauren mit einem Losungsmittel mischt und anschliessend 
das Gemisch zur Losung der Additionssalze von Tetrahydrofolsaureestern und aroma- 
tischen Sulfonsauren erwarmt, danach die Losung abkuhlt, wobei das (6S,aS)- oder 
(6S,aR)-Diastereomere auskristallisiert oder beide Diastereomeren auskristallisieren, und 
dann mittels Filtration abtrennt. 

14. Verfahren gemass Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass man Reaktionslosungen 
aus der Hydrierung von Foisaureestern, oder aus der Hydrierung von Additionssalzen von 
Folsaureestern und aromatischen Sulfonsauren, oder aus der Hydrierung von Folsaure in 
Gegenwart von Sulfonsauren unter veresternden Bedindingungen verwendet. 





15. Verfahren gemass Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass man (6S,aS)- oder 
(6S,aR)-Tetrahydrofolaureester-Sulfonate oder deren Gemische zu (6S,aS)- oder (6S,aR)- 
Tetrahydrofolsaureoder deren Gemische basisch hydrolysiert. 
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Zt. sammenfassunq 



Verfahren zur Herstellung und -eicherung von (6S f aS)- Oder (6S,aR)-Tetrahydrofol- 

saureestersalzen und -Tetrahydrc oi< iure, dadurch gekennzeichnet, dass man in organi- 

schen Losungsmitteln aquimolare ic r angereicherte Mischungen von Diastereomeren von 

Additionssalze von Tetrahydrofok :reestern mit aromatischen Sulfonsauren herstellt oder 

lost, anschliessend wenigstens e; al kristallisiert, und dann das Kristallisat gegebenenfalls 

zu (6S,aS)- oder (6S,aR)-Tetrah\ ofolsaure hydrolysiert, diese als freie Saure kristallisiert 
oder in Form eines Salzes isoliert. 
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